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RESUMEN
     Por su importancia en el aroma de los vinos, una gran
mayoría  de trabajos científicos se ha centrado primero en
identificar los compuestos que integran la fracción volátil
del vino empleando técnicas basadas en la cromatografía
de gases (GC-FID, GC-MS), y en segundo lugar, en
conocer su significado sensorial mediante el empleo de
técnicas olfatoméricas (GC-O). Sin embargo, durante el
consumo de alimentos, los compuestos del aroma se libe-
ran en el interior de la cavidad oral y faríngea, pudiendo
estar expuestos a diferentes transformaciones químicas y
bioquímicas debidas a factores relacionados con la fisio-
logía oral (enzimas de la saliva, temperatura, cambios de
pH, adsorción a las mucosas orales, etc). Todos estos fac-
tores pueden modificar la composición del aroma origi-
nal del vino y condicionar la cantidad y tipo de compues-
tos que finalmente interaccionarán con los órganos olfati-
vos. Entender cómo influyen todos estos procesos requie-
re de una metodología analítica específicamente diseñada
para monitorizar el aroma liberado en el propio individuo
durante el consumo (métodos in vivo), o bien el desarro-
llo de dispositivos que mimeticen los procesos fisiológi-
cos que tienen lugar durante la ingestión del vino (méto-
dos in vitro). Todas estas aproximaciones analíticas y
algunas de las aplicaciones en las que se han empleado en
el caso del vino serán revisadas en este artículo.
1. INTRODUCCIÓN
     El aroma del vino es uno de sus principales atributos
de calidad y está entre los más decisivos a la hora de
explicar las preferencias de los consumidores. Es por
ello, que son  muchos los trabajos científicos que se han
encaminado a conocer e identificar la compleja fracción
volátil del vino. Así que ya a finales de los años ochenta
se habían identificado más de 800 compuestos volátiles
(Maarse y Vischer, 1989). Desde el punto de vista quími-
co, los compuestos del aroma se caracterizan por presen-
tar bajos pesos moleculares (< 300 Da) y altas presiones
de vapor (compuestos de alta volatilidad), lo que facilita
su liberación de la matriz en la que se encuentran. Otras
características de este tipo de compuestos son su gran
heterogeneidad en cuanto a estructura química (ésteres,
aldehídos, cetonas, lactonas, terpenos, ácidos, compues-
tos azufrados), características físico-químicas (volatili-
dad, polaridad), y el amplio rango de concentraciones en
las que pueden aparecer en los vinos (desde mg/L a ng/L).
Muchos de los trabajos encaminados a la caracterización
de este tipo de compuestos se han recogido en distintas
revisiones bibliográficas (Rapp y Mandery, 1986;
Polásková y col., 2008; Ebeler y Thorngate, 2009; Styger
y col., 2011, Muñoz-González y col., 2011, Villamor y
Ross, 2013).
     Al tratarse de moléculas volátiles, la cromatografía de
gases (GC) se ha convertido en la técnica de elección para
la separación y posterior análisis de estos compuestos. En
este sentido, el uso de la clásica cromatografía unidimen-
sional se ha combinado en los últimos años con el empleo
de la cromatografía bidimensional completa (GC×GC),
que proporciona un mayor poder de resolución, mejoran-
do la separación de muestras complejas, como es el caso
del vino (Muñoz-González y col., 2011). La rapidez en la
elución y la elevada resolución de los picos cromatográfi-
cos derivada del empleo de estas técnicas también ha
requerido el desarrollo de detectores diferentes a los tra-
dicionales (detector de ionización de llama (FID)), como
los espectrómetros de masas (MS) de doble o triple cua-
drupolo o con analizadores de tiempo de vuelo (ToF-
MS), que permiten escanear de manera más rápida y sen-
sible los analitos eluidos. Pero sin duda alguna, la evolu-
ción en las técnicas de preparación de muestra ha sido el
gran hito que ha permitido profundizar en el conocimien-
to de la fracción volátil del vino. El empleo de técnicas
como la extracción líquido-líquido (LLE, Liquid-Liquid
Extraction) (Ferreira y col., 1993; Ferreira y col., 1998;
Ortega-Heras y col., 2002; Andújar-Ortiz y col., 2009), la
extracción en fase sólida (SPE, Solid Phase Extraction)
(López y col., 2002; Hernanz y col., 2008), la microex-
tracción en fase sólida (SPME, Solid Phase
Microextraction) (Mestres y col., 1998; Pozo-Bayón y
col., 2001; Ezquerro y col., 2003; Ezquerro y col., 2004;
Perestrelo y col., 2009) o la extracción por sorción sobre
barra agitadora (SBSE, Stir Bar Sorptive Extraction)
(Coelho y col., 2009), entre otras, ha permitido el aisla-
miento y concentración de los compuestos volátiles que
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se encuentran en el vino en pequeñas cantidades (incluso
a niveles traza), permitiendo la identificación tanto de
compuestos que contribuyen al aroma positivo del vino,
como a defectos aromáticos (off flavors). Además, en los
últimos años, muchas de estas técnicas han evolucionado
y mejorado para intentar alcanzar una mayor exactitud,
precisión, sensibilidad, rapidez y una reducción en el
coste y en la cantidad de disolventes orgánicos emplea-
dos (Muñoz-González y col., 2011).
     Sin embargo, como apuntó el científico francés
Étievant a principios de los años noventa, el conocimiento
analítico dirigido a descifrar el aroma del vino todavía no
había sido capaz de interpretar el papel que ejercía cada
componente individual en el mismo (Ferreira, 2002). Y es
que a pesar de que en la actualidad se conoce la existencia
de más de mil compuestos volátiles presentes en el vino
(Polásková y col., 2008), sólo un número limitado de los
mismos puede ser considerado olfativamente activo, lo
que depende de su concentración y de su umbral de per-
cepción (concentración mínima de un compuesto necesa-
ria para ser detectados por el olfato humano).
     En este sentido, las investigaciones desarrolladas en
los últimos veinte años se han dirigido a estudiar el signi-
ficado sensorial de las moléculas aromáticamente acti-
vas, es decir, aquéllas que desempeñan un papel relevante
en la percepción final del aroma de un vino. Para ello, se
han aplicado técnicas analíticas en combinación con el
olfato humano como la cromatografía de gases con detec-
ción olfatométrica (GC-O) (Figura 1) y experimentos de
omisión-reconstitución que han permitido comprobar
que tan sólo unos pocos compuestos (entre 40 ó 50) tie-
nen un verdadero impacto en el aroma del vino (Ferreira,
2002).
     En el análisis por GC-O, los compuestos separados
que eluyen de la columna cromatográfica son sensorial-
mente evaluados por una persona (sniffer), empleando la
nariz como un detector mucho más sensible que cualquier
detector analítico conocido. A partir del análisis por GC-
O se puede obtener el denominado valor de actividad de
aroma (OAV), que es la relación entre la concentración de
un compuesto en el vino y su umbral de detección.
Generalmente se considera que compuestos con OAV > 1
tienen impacto sensorial, tanto mayor cuanto mayor sea
este valor. Para trabajar con esta técnica, se han propuesto
diferentes metodologías, como la técnica AEDA (Aroma
Extract Dilution Analysis) (Ullrich y Grosch, 1987), el
método Charm® (Acree y col., 1984), la técnica OSME
(Odor Specific Magnitude Estimation) (McDaniel y col.,
1990) o, más recientemente, el método de Frecuencia de
Detección (Pollien y col., 1997).
     Sin embargo, a pesar de la indudable utilidad de este
tipo de metodologías para jerarquizar la importancia odo-
rífica de los compuestos volátiles que integran el aroma
de un vino, la técnica GC-O presenta algunas limitacio-
nes. La más importante se debe a que en GC-O los com-
puestos son primero separados y la calidad odorífica de
cada uno de ellos es evaluada independientemente y no
de forma integrada como ocurre cuando se percibe el
aroma de un vino. De este modo, no se tienen en cuenta
los fenómenos de interacción con los componentes no
volátiles de la matriz vínica y de actividad, sinergismo o
antagonismo con otros compuestos volátiles presentes en
la mezcla (Ferreira, 2002; Pozo-Bayón y Reineccius,
2009; Lytra y col., 2013). La segunda limitación se refie-
re a la representatividad del extracto obtenido y que es
posteriormente evaluado por GC-O. Recientemente
d’Acampora y col. (2008) y Ferreira y col. (2009) han
descrito las ventajas e inconvenientes del empleo de las
diferentes técnicas preparativas para obtener un extracto
representativo que refleje la composición aromática de
partida.
     El empleo de los ensayos de omisión-reconstitución
puede solventar estos problemas. En este tipo de análisis,
se realiza un primer screening mediante GC-O en el que se
detectan los compuestos odoríficamente activos y, poste-
riormente, se prepara una solución sintética con todos
ellos (experimento de reconstitución) (Grosch, 1993). A
continuación, en los ensayos de omisión los distintos com-
ponentes de la mezcla se van eliminando uno a uno con el
objetivo de medir y verificar cuál es el efecto sensorial que
la eliminación del componente tiene sobre el aroma glo-
bal. Pese a que este método ha funcionado muy bien en el
caso de vinos con un fuerte aroma varietal (Guth, 1997;
Ferreira y col., 2002; Escudero y col., 2004), es más pro-
blemático en ensayos dirigidos a interpretar el análisis de
vinos más complejos (Ferreira, 2002).
     De forma paralela al desarrollo de las técnicas analíti-
cas, las técnicas de análisis sensorial han evolucionado
para proporcionar datos sensibles, precisos y exactos
sobre las características sensoriales de los vinos (Ebeler,
2005). Sin embargo, los avances en ambas técnicas están
lejos de poder relacionar la composición global de un
vino con sus propiedades sensoriales (Styger y col.,
2011). Esto puede ser debido a la existencia de compues-
tos aromáticos aún por identificar en el vino debido a las
limitaciones de las actuales técnicas analíticas, o también
a otros fenómenos como la interacción de las moléculas
del aroma con los componentes no volátiles del vino
(matriz vínica), o a la transformación de los mismos
durante el proceso de consumo debido a diferentes meca-
nismos físico-químicos y fisiológicos que tienen lugar
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durante este proceso. Además, los compuestos del aroma
pueden interaccionar a nivel cognitivo, provocando
fenómenos de aditividad, sinergismo o antagonismo
(Atanasova y col., 2005; Roudnitzky y col., 2011), que
influyen en la percepción sensorial del aroma del vino.
2. ANÁLISIS DEL AROMA LIBERADO DURANTE
EL CONSUMO DE VINO
     A pesar de la gran cantidad de trabajos encaminados a
elucidar la composición química del vino, y el impacto
que estos compuestos tienen en la percepción del olor de
un vino, los mecanismos químicos y bioquímicos que tie-
nen lugar durante el proceso de consumo, y que son los
responsables de los compuestos finales del aroma que
interaccionarán con nuestros órganos olfativos, son
mucho más desconocidos.
     En este sentido, es importante señalar que la libera-
ción del aroma durante el consumo de un alimento es un
proceso secuencial, que puede comenzar antes incluso de
la ingestión del mismo. En el caso del vino, comienza al
abrir la botella o al servirlo en la copa, o simplemente al
acercarnos y olerlo. En esta situación, las moléculas volá-
tiles que se desprenden de la matriz vínica debido a su
elevada presión de vapor son arrastradas por el flujo res-
piratorio y entran directamente a través de las fosas nasa-
les desde donde se dirigen a los receptores olfativos situa-
dos en el epitelio olfativo. Dependiendo de su estereoquí-
mica y concentración pueden interaccionar con los recep-
tores y desencadenar una cascada de señales neuronales
que serán procesadas en el cerebro y que se traducen en la
sensación percibida (Pozo-Bayón, 2009). A esta primera
vía de paso de moléculas odorantes durante el consumo
se la denomina ortonasal y este tipo de aroma se conoce
generalmente como olor.
     
     Sin embargo, el aroma que se libera durante el consu-
mo de los alimentos, sigue una vía diferente hasta llegar a
los receptores olfativos. Una vez introducido el alimento,
y en el caso de alimentos líquidos, se produce la deglu-
ción del mismo. Durante la exhalación inmediatamente
posterior a la deglución se crea un gradiente de concen-
tración de aroma entre la capa que recubre la superficie
de la faringe y el aire exhalado que pasa a su través. Ese
aire exhalado entra dentro de la cavidad nasal y alcanza el
epitelio olfativo donde los compuestos del aroma son per-
cibidos vía retronasal, en un pulso de aroma conocido
como swallow breath (Land, 1996; Buettner y
Schieberle, 2000; Linforth y Taylor, 2000; Linforth y
col., 2002; Linforth y Taylor, 2006). Este tipo de aroma
que tiene lugar exclusivamente durante la ingestión de
alimentos se conoce como aroma retronasal (Buettner y
col., 2008). Trabajos recientes han comprobado que la
percepción del aroma vía ortonasal y retronasal puede ser
diferente (Small y col., 2005). A pesar del hecho de que el
aroma retronasal está directamente relacionado con la
percepción del aroma y es un factor decisivo en las prefe-
rencias de los consumidores, apenas hay estudios científi-
cos encaminados a comprender el proceso de liberación
del aroma durante el consumo de vino y su relación con la
composición del aroma retronasal. Una de las principales
dificultades está en el hecho de encontrar las metodologí-
as analíticas adecuadas que permitan monitorizar directa-
mente el aroma liberado durante el consumo en la cavi-
dad oral o nasal del individuo. Otras estrategias analíticas
se basan en el diseño de dispositivos que simulen las con-
diciones dinámicas y fisiológicas del proceso de inges-
tión (bocas y gargantas artificiales). Algunas de estas
aproximaciones analíticas y ejemplos de su aplicación se
revisan a continuación.
2.1. Análisis del aroma retronasal  empleando méto-
dos in vitro
     En general, las aproximaciones analíticas empleadas
para simular la liberación de aroma durante el consumo
de alimentos se han centrado en el empleo de diferentes
dispositivos in vitro. Estas aproximaciones analíticas se
basan principalmente en el empleo de técnicas de espacio
de cabeza (HS), tanto en condiciones estáticas como
dinámicas, que permiten cuantificar los compuestos que
se liberan al espacio de cabeza desde el alimento. En
muchos casos, se ha tratado de mimetizar en la medida de
lo posible los procesos fisiológicos que acontecen duran-
te el consumo de alimentos para simular el proceso de
liberación del aroma que ocurre en una situación in vivo.
Para ello, se han empleado distintos dispositivos (bocas
artificiales, gargantas artificiales, etc.), más o menos
sofisticados, que permiten monitorizar la liberación de
los compuestos del aroma del alimento y que pueden ser
posteriormente recogidos en diferentes trampas (políme-
ros adsorbentes, trampas criogénicas, etc.) para su poste-
rior análisis por cromatografía de gases o directamente
por espectrometría de masas (Piggott y Schaschke,
2001). Estos sistemas son muy útiles, ya que permiten
entender mejor la contribución de cada factor que afecta
al proceso de consumo de manera individual, lo que sería
muy difícil de evaluar en estudios in vivo. Además, pro-
porcionan un estricto control de las variables de estudio y
permiten llevar a cabo un gran número de experimentos
evitando las posibles diferencias inter-individuales.
Sobre este tema, existen varias revisiones bibliográficas
(Stephan y col., 2000; Piggott y Schaschke, 2001; Salles
y col., 2011; Morell y col., 2014).
Cromatografía y Técnicas Afines
55-66/Artículo Esteban Fernandez_3-XX/Artículo (R Bischoff)  27/01/16  16:02  Página 57
Aproximaciones analíticas –in vitro e -in vivo para evaluar
la liberación del aroma en condiciones de consumo de vino
58
ARTÍCULOS
     La aproximación más sencilla para monitorizar el
aroma liberado de un alimento durante el consumo con-
siste en utilizar una técnica tradicional de espacio de
cabeza en estático en la que se pueden prefijar unas con-
diciones de temperatura, normalmente cercanas a la
temperatura corporal (37oC), y evaluar el efecto de un
determinado parámetro orofisiológico. En este sentido,
Mitropoulou y col. (2011) utilizaron SPME-GC/FID para
evaluar el efecto de la saliva artificial en la liberación de
aroma en vinos modelo dopados con diferentes concen-
traciones de polisacáridos y polifenoles. En este trabajo
observaron que la presencia de estos macrocomponentes
producía, en general, un aumento de la volatilidad de los
compuestos más hidrofóbicos, mientras que los hidrofíli-
cos se retenían más en la matriz.
     En los últimos años se han desarrollado numerosos
prototipos más complejos que el anteriormente descrito.
Estos dispositivos, reciben el nombre de bocas artificiales
y han ido perfeccionándose e incorporando nuevas varia-
bles, como la presencia de dientes e incluso la posibilidad
de control informático para simular al máximo el proceso
de masticación, que es un aspecto crítico en el caso de ali-
mentos sólidos (van Ruth y col., 1994; van Ruth y
Roozen, 2000; Deibler y col., 2001; Salles y col., 2007;
Arvisenet y col., 2008; Poinot y col., 2009; Charles y col.,
2013). Sin embargo, el empleo de estos dispositivos ha
proporcionado en general mejores resultados cuando se
ha aplicado al estudio de la liberación de aroma en ali-
mentos líquidos, tales como aceite de girasol o zumo de
naranja (Poinot y col., 2009), ya que en este caso no es
necesario considerar el complejo proceso mecánico de la
masticación. Algunos de estos ejemplos han sido las
bocas artificiales diseñadas por Margomenou y col.
(2000), Rabe y col. (2002), Rabe y col. (2004a), etc.
     En el caso del vino, la bibliografía relacionada con el
uso de bocas artificiales es prácticamente inexistente. Sin
embargo, Genovese y col. (2009) investigaron el efecto
de la saliva (humana y artificial) en la liberación de volá-
tiles de un vino blanco y otro tinto empleando un disposi-
tivo que simula una boca artificial conectado off line con
HS-SPME-GC/FID y HS-SPME-GC/MS empleando
condiciones dinámicas. Más recientemente, Muñoz-
González y col. (2014) realizaron un estudio más siste-
mático en el que emplearon HS-SPME-GC/MS en condi-
ciones estáticas y dinámicas para evaluar el impacto de la
adición de la saliva en vinos con distinta composición.
Las condiciones dinámicas se basaron en el empleo de un
dispositivo (biorreactor de saliva), con control de tempe-
ratura y agitación, y que permitía la incorporación de un
flujo de gas (N2) para simular las condiciones dinámicas
de la boca, así como la incorporación de saliva. La moni-
torización de los volátiles liberados del vino se realizó
empleando una fibra de SPME (DVB/CAR/PDMS) a dis-
tintos tiempos: t=0, en el que la temperatura de la mezcla
de saliva/vino era inferior a la temperatura fisiológica
(25oC), y que podría corresponder con la fase oral, y t=10
minutos, momento en el que la temperatura era similar a
la temperatura fisiológica oral (36oC), y que corresponde-
ría a una fase post-oral. Tanto la aplicación de las condi-
ciones estáticas como dinámicas reveló una influencia
significativa tanto del tipo de vino como de la adición de
saliva. Sin embargo, las condiciones estáticas fueron más
sensibles para detectar diferencias en la cantidad de
aroma liberado asociadas a variaciones en la composi-
ción del vino.
     Por otro lado, en los últimos años se ha comprobado
que, sobre todo en alimentos líquidos, la deglución juega
un importante papel en la percepción del aroma (De Roos
y Wolswinkel, 1994). Como se comentó anteriormente,
tras la deglución de un alimento se forma una fina capa de
líquido (o material sólido) que recubre la faringe y se ha
observado que la mayor parte del aroma depositado en
esa capa se libera casi instantáneamente durante la prime-
ra exhalación tras el consumo (swallow breath) (Buettner
y col., 2001; Weel y col., 2003). Por ello, para monitori-
zar el aroma liberado durante el consumo se han desarro-
llado también sistemas basados en gargantas artificiales,
priorizando los procesos que tienen lugar tras la deglu-
ción, y que pueden ser adecuados para mimetizar la libe-
ración de aroma durante el consumo de alimentos líqui-
dos (Weel y col., 2004; King y col., 2006; Pozo-Bayón y
col., 2009).
     El empleo de técnicas como la espectrometría de
masas con ionización química a presión atmosférica
(APCI-MS) (Weel y col., 2004; King y col., 2006; Pozo-
Bayón y col., 2010) o la espectrometría de masas con
transferencia de protón (PTR-MS) (Buettner y col., 2008;
Pozo-Bayón y col., 2009), acopladas a bocas o gargantas
artificiales permite monitorizar de manera continua la
liberación del aroma en tiempo real (Yven y col., 2010) y,
por tanto, captar la dimensión temporal de la liberación
del aroma de los alimentos, proporcionando una mejor
correlación entre la sensación percibida durante el consu-
mo y la concentración y el tipo de molécula responsable.
Recientemente, y por primera vez en el caso del vino,
Muñoz-González y col. (2015) desarrollaron un sistema
de boca artificial acoplado on line a PTR-ToF-MS, que
permitió obtener el perfil de liberación de aroma en tiem-
po real de vinos aromatizados con los mismos compues-
tos volátiles y a la misma concentración, pero que presen-
taban diferencias en la composición no volátil. El análisis
de los parámetros de las curvas de liberación: Imax
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(máxima intensidad) y AUC (área bajo la curva), que
están relacionados con el valor máximo de intensidad y el
aroma total liberado, respectivamente, reveló un impor-
tante efecto de la matriz no volátil del vino y, principal-
mente, del contenido en polifenoles totales, sobre el perfil
de aroma liberado.
     Todos los dispositivos descritos anteriormente son
una herramienta de gran utilidad a la hora de estudiar los
efectos de parámetros orofisiológicos de manera inde-
pendiente, pero no siempre permiten controlar los com-
plejos procesos que se producen en condiciones reales de
consumo y, por lo tanto, muchas veces resulta complica-
do establecer una relación directa entre estos datos y los
proporcionados mediante análisis sensorial (Piggott y
Schaschke, 2001; Taylor, 2002; Rabe y col., 2004b). Para
simular de manera conjunta todos los procesos que ocu-
rren durante el consumo de alimentos, sería deseable que
el dispositivo integrara numerosas funciones fisiológicas
(dentición, deglución, peristalsis, salivación, etc) y, en
consecuencia, que fueran mucho más complejos que los
descritos hasta la fecha.
2.2 Análisis del aroma retronasal  empleando métodos
in vivo
     En la actualidad, la posibilidad de integrar todos los
procesos fisiológicos que ocurren durante el consumo de
un alimento sólo es posible mediante el análisis in vivo.
La liberación del aroma durante el consumo se puede
medir muestreando los compuestos volátiles exhalados
directamente en la boca o la nariz del consumidor con el
objetivo de proporcionar una mejor representación de los
compuestos volátiles que alcanzarán el epitelio olfativo
(Piggott y Schaschke, 2001). Este tipo de metodología ha
recibido diferentes nombres: análisis del aroma in vivo,
nosespace o breath by breath (Taylor y Linforth, 2000;
Yeretzian y col., 2000; Taylor y Linforth, 2003).
     Un importante punto a tener en cuenta durante el
empleo de esta metodología es la gran variación entre
individuos debida a diferencias en flujos respiratorios,
patrones de deglución, composición de la saliva, etc.
(Buettner y col., 2001; Taylor 2002; Normand y col.,
2004; Mestres y col., 2006; Muñoz-González y col.,
2014). Este problema, sin embargo, puede reducirse
empleando un amplio número de individuos, usando
datos normalizados y siguiendo estrictos procedimientos
de consumo (Piggott y Schaschke, 2001; Normand y col.,
2004; Aprea y col., 2007; Salles y col., 2011). De hecho,
en un reciente estudio llevado a cabo por Aprea y col.
(2007), el uso de un protocolo de consumo permitió redu-
cir la variabilidad interindividual en un 52%.
     La monitorización de liberación de aroma durante el
consumo puede realizarse en tiempo real o de manera off
line. Respecto a esta segunda aproximación, se han des-
crito varios sistemas de atrapamiento del aroma, con una
característica común: los volátiles se atrapan durante el
consumo gracias al uso de trampas poliméricas que pos-
teriormente pueden desorberse y analizarse por cromato-
grafía de gases (Linforth y Taylor, 1993; Delahunty y
col., 1996). Estos dispositivos permiten un enriqueci-
miento de la muestra que normalmente está muy diluida,
una separación previa ya que pueden acoplarse a GC-O y
GC-MS y, por tanto, una identificación más exacta.
Además, pueden proporcionar una mayor selectividad
por el uso de diferentes materiales poliméricos y son rela-
tivamente fáciles de emplearse en cualquier laboratorio.
     Existen varios tipos de sistemas de atrapamiento en
función de si los volátiles exhalados se monitorizan a
nivel de la cavidad nasal u oral. El primer grupo de siste-
mas de atrapamiento son los que muestrean los volátiles
presentes en la cavidad oral y se basan en la premisa de
que los volátiles monitorizados a este nivel se encuentran
en una concentración similar a la que alcanzan en los
receptores olfativos (O’Riordan y Delahunty, 2001).
Roozen y Legger-Huysman (1994) desarrollaron un sis-
tema mediante el cual los compuestos volátiles liberados
en la boca tras el consumo eran atrapados en una trampa
de Tenax empleando vacío y posteriormente fueron anali-
zados por GC. Este sistema se conoce como muestreo de
la respiración oral (OBS, Oral Breath Sampling), y fue
posteriormente modificado y adaptado para estudiar la
liberación del aroma de café en diferentes bebidas con
distinto contenido en grasa y proteínas (Denker y col.,
2006).
     El segundo grupo de sistemas de atrapamiento de
aroma es el basado en el muestreo en la cavidad nasal
(análisis in-nose) (Ingham y col., 1995). Estas técnicas
analíticas también se basan en la premisa de que la con-
centración de aroma que se alcanza en las fosas nasales es
similar a la que llega a los receptores olfativos (Taylor,
1996; Denker y col., 2006; Linforth y col., 2002), aunque
recientemente se considera la posibilidad de la existencia
de un gradiente intranasal que produzca variaciones tem-
porales en la concentración dependiendo del tipo de com-
puesto (Frasnelli y col., 2005).
     Los primeros análisis in-nose se basaron en el atrapa-
miento de los volátiles liberados a través de las fosas nasa-
les en una trampa polimérica o criogénica a diferentes
tiempos después del consumo de alimentos (Piggott y
Schaschke, 2001). En este sentido, Buettner y Schieberle
(2000) introdujeron el concepto de la medida del odorante
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exhalado (EXOM, Exhaled Odorant Measurement) para
obtener datos cuantitativos y precisos de liberación de
aroma de alimentos. Esta técnica combinaba las ventajas
del atrapamiento en un material adsorbente como el Tenax
junto con la aplicación del ensayo de dilución de isótopos
estables (SIDA, Stable Isotope Dilution Assay), permi-
tiendo una cuantificación muy exacta de los volátiles de la
respiración. Además, ofrecía la posibilidad de concentrar
las moléculas odorantes antes del análisis, por lo tanto, fue
una aproximación útil para estudiar la liberación de aroma
en las concentraciones tan bajas en las que se encuentran
muchos de los odorantes en condiciones de consumo rea-
les (in vivo), que no podrían detectarse mediante el
empleo de técnicas de análisis en tiempo real. Esta meto-
dología ha sido recientemente utilizada por Lasekan y col.
(2009) para evaluar la liberación de aroma durante el con-
sumo de una bebida fermentada conocida como vino de
palma. En el caso del vino, el trabajo recientemente des-
arrollado por Muñoz-González y col. (2014) representa la
primera aproximación analítica para la determinación de
la cantidad total de aroma liberado empleando condicio-
nes in vivo. En este trabajo se empleó un dispositivo deno-
minado RATD (Retronasal Aroma Trapping Device), que
fue previamente optimizado y validado (Muñoz-González
y col., 2014a), y que permitía atrapar el aliento de respira-
ción (exhalación) de los panelistas tras el consumo de 100
mL de vino empleando  trampas de Tenax. Todo el sistema
estaba conectado a una bomba de vacío que favorecía la
extracción del aroma desde las fosas nasales al polímero
(Figura 2). Posteriormente, el aroma retenido en la tram-
pa era eluído con una mezcla de disolventes orgánicos y,
tras la concentración, los volátiles fueron analizados
empleando CIS (Cooled Injection System)-GC/MS.
     La percepción prolongada del aroma retronasal, a
menudo llamada persistencia del aroma, puede ser debida
a la liberación de los volátiles adsorbidos por las mucosas
oral o faríngea después del consumo de alimentos. La
mucosa puede actuar como una especie de depósito aro-
mático, responsable de la persistencia de la percepción de
un determinado aroma que se produce después del consu-
mo (Buettner, 2004). Esta capacidad está determinada
por la posibilidad de algunos odorantes de adsorberse a la
mucosa oral y liberarse con diferentes cinéticas de desor-
ción según sus características físico-químicas. La adsor-
ción de las moléculas  odorantes a la mucosa oral puede
evaluarse de diferentes maneras. Una de ellas consiste en
calcular la diferencia entre la cantidad de aroma presente
en una solución antes y después de ser expectorada tras
ser mantenida en la boca durante cierto tiempo (SOOM,
Spit Off Odorant Measurement). Esta aproximación fue
empleada por Buettner y col. (2002), quienes unos años
más tarde desarrollaron otro sistema que permitía moni-
torizar la liberación de aroma en la cavidad bucal: BOS
(Buccal Odour Screening System). Esta técnica se basa
en la extracción intraoral a tiempos definidos de com-
puestos odorantes que se han quedado retenidos en la
cavidad bucal gracias al empleo de una barrita agitadora o
Twister (SBSE). Seguidamente, los volátiles son desorbi-
dos en la unidad de desorción térmica y analizados por
GC-O o GC-MS (Buettner, 2004; Buettner y Welle, 2004;
Buettner y Mestres, 2005). Otro desarrollo analítico que
recientemente se ha comprobado permite la monitoriza-
ción del aroma liberado de la cavidad oral es el empleo de
la técnica SPME intra-oral. Mediante esta aproximación,
Esteban-Fernández y col. (2014) evaluaron el impacto de
la composición de la matriz no volátil del vino en la capa-
cidad de adsorción a la mucosa oral de compuestos del
aroma del vino.
     No obstante, todas estas técnicas se basan en el atra-
pamiento de la cantidad total de compuestos volátiles
liberados durante el consumo y no toman en considera-
ción la dimensión dinámica de la liberación del aroma
que se produce durante el consumo y que podría correla-
cionar mejor con la evolución en la percepción del aroma
durante el consumo de un alimento.
     El análisis del aroma en tiempo real es una aproxima-
ción metodológica muy importante para establecer la
relación entre liberación y percepción de aroma durante
el tiempo que dura el consumo del alimento (Linforth y
Taylor, 1993; Avison, 2013). Como se ha comentado
anteriormente, el análisis del aroma en tiempo real es
posible gracias al empleo de técnicas espectrométricas,
tales como APCI-MS (Taylor, 1996), PTR-MS
(Lindinger y col., 1998; Yereztian y col., 2000) y Selected
Ion Flow Tube Mass Spectrometry (SIFT-MS) (Spanel y
Smith, 1999). Entre ellas, las más ampliamente utilizadas
son APCI-MS y PTR-MS. La primera fue desarrollada
para el análisis de aromas y fragancias, mientras que el
análisis de contaminantes atmosféricos o la monitoriza-
ción de volátiles de respiración con fines médicos fue el
objetivo principal de la segunda. Sin embargo, en la
actualidad ambas técnicas se utilizan indistintamente en
estudios de liberación del aroma durante el consumo.
     Estas técnicas se basan en la monitorización de los
compuestos del aroma en las fosas nasales mediante el
empleo de un espectrómetro de masas y proporcionan un
perfil de masas del aroma liberado a tiempo real durante
el período que dura el consumo del alimento. Además, la
aplicación de esta metodología permite comprobar los
compuestos que se liberan después del consumo y que
pueden estar relacionados con la persistencia del aroma.
La mayor parte de los estudios de liberación del aroma in
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Figura 1. Esquema del análisis mediante cromatografía de gases-olfatometría (GC-O).
Adaptada de http://www.foodprocessingtechnology.com/contractors/training/flavologic/flavologic2.html).
Figura 2. Ejemplo de análisis del aroma total liberado durante el consumo de vinos empleando el sistema de atrapamiento
de aroma retronasal (RATD) desarrollado en el Instituto de Investigación en Ciencias de la Alimentación (CIAL, CSIC).
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vivo se han llevado a cabo con productos sólidos y semi-
sólidos como geles, productos lácteos, gomas de mascar
(Brauss y col., 1998; Brauss y col., 1999; Linforth y col.,
1999; Boelrijk y col., 2006). Sin embargo, sólo unos
pocos estudios se han centrado en alimentos líquidos
(Linforth y Taylor, 2000; Doyen y col., 2001; Linforth y
col., 2002; Lasekan y col., 2009).
     En el sistema de APCI-MS, una interfaz dirige una
fracción del aire exhalado a la fuente de ionización del
espectrómetro de masas mediante efecto Venturi. Allí, los
volátiles son ionizados e introducidos en la región de alto
vacío del espectrómetro de masas. Esta técnica se ha utili-
zado en un gran número de aplicaciones (Linforth y
Taylor., 2000; Ruijschop y col., 2009; Linforth y col.,
2010; Blee y col., 2011; Clark y col., 2011, etc.) y actual-
mente se comercializa con el nombre de MS Nose™
(Micromass-Manchester, Reino Unido) (Figura 3).
     Las principales características de la técnica de PTR-
MS han sido revisadas en artículos previos (Lindinger y
col., 1998; Hansel y col., 1998) y, como en el caso de la
APCI-MS, se trata de una técnica muy sensible. En PTR-
MS, los compuestos volátiles son introducidos en la fuen-
te de ionización gracias a las condiciones de vacío del
espectrómetro de masas. Los iones son extraídos y trans-
feridos a la cabina de reacción (drift tube) donde tiene
lugar la ionización química a temperatura y presión con-
trolada, por lo que todos los componentes de la mezcla se
ionizan en el mismo grado.
     En ambas técnicas el ion primario usado para la ioniza-
ción química es habitualmente el hidronio (H3O+) que se
produce en la fuente de ionización. La ionización ocurre
cuando se transfiere la carga del agua (H3O+) al analito. Los
volátiles son detectados de acuerdo a su relación m/z como
iones correspondientes al ion molecular protonado (MH+).
En APCI-MS esto sucede a presión atmosférica, mientras
que en PTR-MS esto ocurre a bajo vacío. Recientemente,
en un estudio de comparación de las dos técnicas se ha
comprobado que la APCI-MS presenta un límite de detec-
ción 10 veces menor y un rango lineal diez veces mayor
que la PTR-MS (Avison, 2013). Sin embargo, los resulta-
dos de otro estudio de comparación de ambas técnicas no
mostraron diferencias entre ellas (Deleris y col., 2013).
Además, la PTR se ha combinado con otros tipos de anali-
zadores diferentes al cuadrupolo, tales como la trampa de
iones (Warneke y col., 2004; Warneke y col., 2005) o el
analizador de tiempo de vuelo (Blake y col., 2004;
Soukoulis y col., 2013; Tsevdou y col., 2013), lo que pro-
porciona mayor sensibilidad y resolución (Heenan y col.,
2012), permitiendo realizar los estudios de liberación del
aroma en alimentos tan complejos como el vino.
     Ambas técnicas proporcionan perfiles de liberación
tiempo-intensidad de los iones de interés bien resueltos,
de tal manera que se pueden calcular algunos parámetros
como la cantidad total de odorantes detectados en un cier-
to tiempo, y que es equivalente al AUC, la Imax, y el
tiempo necesario para alcanzar la máxima intensidad
(Tmax) (Figura 4).
     Las ventajas más importantes del empleo de espectró-
metros de masas para monitorizar el aroma en tiempo real
están normalmente relacionadas con tiempos cortos de
respuesta (generalmente 200 ms o menos) y la relativa-
mente alta sensibilidad de la técnica. Además, el hecho de
ser técnicas de ionización suaves, minimiza la fragmenta-
ción de los compuestos lo que implica una interpretación
más sencilla de los resultados. Desafortunadamente, estas
metodologías también presentan limitaciones, como son
las relativas a la discriminación de algunos compuestos
en el detector del equipo, la presencia de interferencias
procedentes de la matriz del alimento, la dificultad en la
identificación de compuestos que presentan el mismo
peso molecular (compuestos isobáricos), etc. Por otra
parte, la falta de una separación previa a la detección del
analito implica la superposición del espectro de todos los
compuestos que llegan al mismo tiempo al detector (mass
fingerprint). Esto hace que, dependiendo de la compleji-
dad de la muestra analizada, la identificación del com-
puesto (y cuantificación) puede a veces ser difícil o impo-
sible (Spitaler y col., 2007). Además, el análisis de los
datos y la interpretación de los resultados requiere mucho
tiempo y en ocasiones es problemática (Gierczynski y
col., 2011). Otra de las desventajas que se han indicado
recientemente es su dificultad para el estudio de aromas
complejos, presentes en la mayoría de los alimentos,
debido precisamente a la falta de selectividad y a la difi-
cultad de interpretación de los espectros (Poinot y col.,
2013).
     A pesar del número creciente de aplicaciones de las
técnicas basadas en PTR-MS y APCI-MS para monitori-
zar la liberación del aroma en tiempo real, estas técnicas
apenas se han empleado en el caso del vino. Esto puede ser
debido a algunos problemas relacionados con la composi-
ción de la matriz vínica, en concreto con el impacto del
etanol en el proceso de ionización (Spitaler y col., 2007).
Se ha comprobado que cuando el etanol está presente en
una concentración superior a 100 ppm, los iones primarios
H3O+ pueden reaccionar con él para formar monómeros,
dímeros, trímeros, aductos con moléculas de agua, iones
fragmentados e incluso agrupamientos de etanol, que
podrían reaccionar con los compuestos volátiles (Spitaler
y col., 2007), de tal manera que sería imposible poder
comparar muestras con diferente contenido en etanol.
ARTÍCULOS
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Figura 3. Diagrama esquemático del análisis mediante MS Nose™. Adaptada de Hollowood 2002, PhD.
Figura 4. Curva de liberación de limoneno en agua aromatizada obtenida mediante el empleo de una garganta artificial
acoplada a un equipo de PTR-MS. Adaptada de Pozo-Bayón y col., 2009.
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Se han propuesto dos posibles soluciones para evitar
estos problemas. Una consiste en diluir el espacio de
cabeza de la muestra con un flujo de nitrógeno saturado
en etanol, desplazando los iones H3O+ por etanol protona-
do (Boscaini y col., 2004; Aznar y col., 2004). Otra solu-
ción propuesta en la literatura consiste en mantener los
iones H3O+ como iones reactivos de ionización química,
pero aplicando una dilución 40x al espacio de cabeza del
vino con N2 puro (Spitaler y col., 2007). Más reciente-
mente, Fiches y col. (2013) han propuesto un sencillo
método basado en el control del proceso de ionización en
el que la variación de la energía media de colisión en el
drift tube durante el análisis de disoluciones hidroalcohó-
licas (en un rango comprendido entre el 10-40 % (v/v))
permite realizar un análisis cuantitativo para caracterizar
brandies en función de su grado de envejecimiento
(Fiches y col., 2014). Sin embargo, todas estas aplicacio-
nes han sido con fines dirigidos a la clasificación de
muestras de distintas características y no para evaluación
de liberación del aroma en tiempo real. Tan sólo en el tra-
bajo de Deleris y col. (2011) se investigó la influencia de
la deglución en la liberación del aroma durante el consu-
mo de vodka empleando la técnica de PTR-MS.
3. CONCLUSIONES
     En los últimos años hay cada vez más evidencias
científicas de que la fisiología oral influye en la composi-
ción del aroma retronasal y es importante incluirla entre
los factores más decisivos que intervienen a la hora de
explicar la percepción del aroma de un alimento. Aunque
en el caso del vino este tipo de investigación es muy inci-
piente, el desarrollo de nuevas aproximaciones analíticas
in vivo e in vitro está permitiendo identificar los factores
composicionales del vino y orofisiológicos que afectan a
la liberación del aroma durante el consumo. En los próxi-
mos años la aplicación combinada de técnicas analíticas
(GC-MS, GC-O), metodologías para la monitorización
de aroma en tiempo real (PTR-MS, APCI-MS) y técnicas
fisioanalíticas como la videofluoroscopía o el empleo de
la resonancia magnética de imágenes (fMRI) de las áreas
del cerebro que se activan con distintos estímulos aromá-
ticos, así como el análisis sensorial, permitirán  compren-
der mejor cómo se produce el proceso de la percepción
del aroma durante la ingesta de vino y los principales fac-
tores implicados.
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